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論 文 内 容 要 旨
く序 論 〉
自然条件下 において、植物への無機栄養素の供給量は変動す るが、なかで も窒素は通常慢性
的な不足状態にあり、植物生長 ・生産の重要な規定要因である。植物には、内外の変動する窒
素の質 と量 に応 じて、遺伝子の発現を変化させた り同化窒素の分配率を変化 させることにより、
体内の代謝系 の恒常性を保つように制御する仕組みが備わっている。しかし、その制御機構の
詳細は不明である。とりわけ、遺伝子の発現における窒素の検知機構およびシグナル伝達機構
は、高等植物 においては全 く不明であ り、世界的にも報告例が極めて少ない。
筆者の所属す る植物細胞生化学研究室では、グルタミン酸合成酵素(GOGAT)の 一つの分
子種であるNADH依 存性GOGAT遺 伝子の発現 が、イネ幼植物の根及び培養細胞において無
機態窒素の供給 により選択的に誘導 されることを明 らかに している。筆者は博士前期課程 にお
いて、NADH:・GOGAT遺 伝子が窒素シグナルによりmRNAレ ベルで直接 的に制御 を受ける
こと、それ故、高等植物 の窒素シグナル伝達の解析のモデル遺伝子 としてNADH・GOGAT遺
伝子が有用で あることを示 した。博士後期課程 では、 さらに研 究 を推進 し、 イネNADH-
GOGAT遺 伝子の窒素による発現制御 について、遺伝子の発現までに至るシグナルの伝達機構
を明 らかにす ることを目的 とした。第一章では、NADH・GOGAT遺 伝子の発現誘導の、 より
直接 的な窒素 シグナルの同定を試みた。第2章 では、NADH・GOGAT遺 伝子の発現制御に関
わるシグナル伝達分子の探索を試みた。
第1章NADH・GOGAT遺 伝子の発現 を制御す るシグナル物質の探索
本章 で は、イネ幼植物根 を材料 と してNADH・GOGAT遺 伝子 の窒 素によ る発現制御 の特性
を解 析 した。 イネ幼植物 へのア ンモニ ウム イオンの供給 によ り、根 におけるNADH・GOGAT
mRNA蓄 積量 は3時 間以内 に一過的 に増 加 した(Fig.1)。 この蓄積 量の増加 は、供給 した ア
ンモニ ウム イオ ン濃度 に依存 してお り、また、タンパ ク質合成 阻害剤 に よる影 響 を受 けなか っ
た。グル タ ミン合成酵素(GS)の 特 異的 な阻害剤 で あるmethio1血e8ulfbximine(MSX)を
用 い た解析 に よ り、アンモニウム イオ ン供給 によるNADH:・GOGAT遺 伝子 発 現誘導 の直接 的
なシ グナル物 質 はグルタ ミンあ るい はそ の代 謝産物 であ るこ とが 示 された(Fig.2)。 以上の
結 果 か ら、'NADH・GOGAT遺 伝 子 が グ ル タ ミンあ るい は その 代 謝 産物 を シ グナ ル と して
mRNAレ ベ ルで直接的 に正の制御 を受 ける ことが示 された。 そ こで、遺伝 子発 現誘導 のシ グ
ナル物 質 をさ ら に探索す ることを目的 として、NADH・GOGATの 遺伝子発 現 に対 す る グル タ
ミン以 降 の代 謝 産物(carba皿oylphosphate,gluco8amine・6・phosphate,anthrallilicacid,
p・aminobenzoicacidな ど)の 影響 を解析 した。その結果、 これ らの グルタ ミンの代 謝産 物 に
よって は、 グル タミンの効 果に匹敵 す るNADH・GOGATmRNAの 増加効 果 は得 られ なか っ
た。また、窒素 代 謝系酵素 の遺伝子発 現が 、糖 あ るい は植物 ホルモ ンに より制御 され る例 が報
告 され て い る こ とか ら、糖 ・植 物 ホ ル モ ンの 関与 に も検 討 を加 えたが 、 そ れ らの 物 質 は
NADH・GOGATmRNA蓄 積量 に影響 を及 ぼさなか った。以上 、NADH・GOGAT遺 伝子 の発
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現 を制御 しうる環境シグナルの同定 を試みた結果、NADH-GOGAT遺 伝子の発現 を制御する
物質はグルタミンのみであった。このことは、窒素以外の環境要因を考慮す る必要が少なくて
すむ という点で、窒素以外 の環境要因 〈光 ・炭素源 ・植物ホルモンなど〉に よって も制御され
る他の遺伝子に比べ、窒素 シグナル伝達系 を解析す る上でNAD:H・G・OGAT遺 伝子 は より良い
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第2章NADH・GOGAT遺 伝 子 の発 現制御 に関わ るシグナル伝 達分子 の探索
一NADH ・GOGAT遺 伝子の発現 に及ぼすオカダ酸の影響
:NADH-GOGAT遺 伝子の発i現制御 に関わるシグナル伝達因子単離の足がか りとして、タン
パク質 リン酸化 ・脱 リン酸化酵素の阻害剤 を用いた薬理学的解析 を行 った。その結果、プロテ
インホスファターゼ ユ及び2Aの 阻害剤であるオカダ酸によりNADH・GOGAT皿RNA蓄 積量
の持続的な増加がイネ培養細胞にお いて検出された ことか ら、NADH・GOGAT遺 伝子 の発現
制御 にタンパク質 リン酸化 ・脱リン酸化の過程の関与 している可能性が示唆 された(Fig.3)。
オカダ酸に依存 したNADH・GOGATznRNA蓄 積量の増加は、MSXの 存在 によって阻害され
なかった(Fig.4)。 このことは、オカダ酸 に感受性のある段階は、アンモニアの同化過程の下
流 にあることを示唆 している。イネ培養細胞か ら単離 した核により、invitroで のNADH・
GOGAT遺 伝子の転写活性 を核run-on分 析 により測定 したところ、アンモニウムイオンある
いはオカダ酸を6時 間供給 した培養細胞ではそれぞれ約2倍 、約4倍 の相対転写活性の増大を
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検出 した(Fig.5)。 また、アンモニウムイオンとオカダ酸 を同時に添加 したところ約10倍
の相対 転写活性 の増大 が検出され、アンモニウムイオ ンとオ カダ酸 との問にはNADH・
GOGAT遺 伝子の発現誘導 において相乗作用がみられた(Fig.5)。 それ故、両者による誘導は
シグナル伝達系を部分的 にせよ共有 している可能性が示唆 された。NADH・GOGATlnRNA蓄
積量の増加 は、オ カダ酸 の濃度 に依存 した。 オカダ酸 の不 活性型の アナログである1・
簸orokadao亘eに よる増加 は見られなかった。また、オカダ酸及びアンモニウムイオンの供給
によるNADH・GOGATmRNA蓄 積量の増加が、プロテインキナーゼ阻害剤K:・252aの 前処理
により抑制された。 この ことから、NADH・GOGAT遺 伝子の窒素による発現制御のシグナル
伝達系にプロテインキナーゼの関与 していることが予想 された。そこで、アンモニ ウムイオン
の供給によって活性の増大するプロテインキナーゼの同定 を、h・gelproteinkina8eactivity
a88ay(基 質 と してmyehnba8icproteiロ,hi8tone,ca8einを 用 い た)あ るい は
autopho8phorylationa88aylこ よ り試みた。実験系 としてイネ培養細胞系 を用いた。レか しな
がら現在 までのところ、アンモニウムイオンの供給 によって活性の有意に増大するプロテイン
キナーゼを見いだせてい ない。よって、プロテインボス ファターゼがよ り積極的 にNADH・
GOGAT遺 伝子の発現制御に関与 していることが予想された。一方で、トウモロコシ切離葉 に
おける硝酸還元酵素 ・亜硝酸還元酵素 ・プラスチ ド局在型GS各 遺伝子の硝酸イオンの供給 に
依存 した発現誘導や、C4型 ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ遺伝子のグルタミン
による発現誘導が、オカダ酸の前処理によって阻害されることが報告されている。以上の結果
および背景から、 「グル タミンあ るいはその代謝産物が、直接的あるいは間接的にプロテイン
ホス ファターゼ1/2A(2Aが 有望である)の 活性 を抑制することによってNADH:・GOGAT遺
伝子の転写を正に制御 している」 という一つの可能な仮説 を立てた(:Fig.6)。 オカダ酸に依
存 したNADH・GOGAT遺 伝子の転写活性化機構 と、窒素に依存 した転写活性化機構 との相互.
関係 をより詳細に明 らかにすることがく上記の仮説の正当性 を検証できる一つの手段である。
そのためには、窒素あるいはオカダ酸 に依存 した転写活性化に関与するそれぞれのシスエレメ
ントが一致す るか調べればよい。 ところが、核run・on分 析の結果では、窒素によるNADH:・
GOGAT遺 伝子の転写活性の増大 は2倍 と微弱であ り、デ リーシ ョン解析 を行って窒素応答性
を与えるシス配列 を同定するのは困難である。そこで、オカダ酸 による転写活性化が窒素によ
る転写活性化 よりも著 しいことを利用して、 「オカダ酸 に依存 したNADH・GOGAT遺 伝子の
転写活性化に関与す るCis・elementが 窒素応答性を与えるか」を解析する という方針の基、パ
ーテイクルガン法 を用いた トランジエン トアッセイ系 により
、オカダ酸 に依存したNADH・
GOGAT遣 伝子の転写活性化に関与するCis・elementの 同定を試みたが、応答が弱 く同定で
きなかった。また、プロテインホス ファターゼ2Aの 調節サブユニットB及 びB'を コー ドす
る遺伝子 を各々2種 類単離 し、mRNAレ ベルでの窒素応答性の有無を検討 したが、今のとこ
ろ窒素応答性 を見いだせ ていない。これらの遺伝子の個体 レベルでの発現部位や機能解析が今
後の課題である。
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2)イ ネNADH-GOGAT遣 伝子の窒素による転写活性化 を、プロテインホス ファターゼ1/2A
の阻害剤であるオカダ酸が模倣する。
高等植物の窒素 シグナル伝達機構において、プロテインホスファターゼ活性が積極的な役割
を果た している可能性が、本研究の系 を含む3つ.の 系で薬理学的解析 により報告されている。
以上の結果および背景から、 「グルタミン(あ るいはその代謝産物)が 、直接的あるいは間接
的にプロテインホス ファターゼ1/2A(2Aが 有望である)の 活性 を抑制す ることによって
NADH・GOGAT遺 伝子の転写 を正に制御 している」 というモデルを構築 した。












論 文 審 査 結 果 要 旨
イネの根 において,低 濃度 のア ンモニ アの供給 に伴 って,短 時 間にNADH:依 存性グル タミン酸合成
酵素(NADH-GOGAT)mRNA及 びタ ンパ ク質が著 しく増加するこ とが認 められているが,こ の窒素検知
か ら遺伝子発現 にいたる情報伝達機構 の詳細 は全 く不 明である。本研 究では,植 物 における窒 素 シグナ
ル伝達機構の解析 にあた りイネNADH:一GOGAT遺 伝子 をモデ ルと し,本 遺伝子 の発現 に関わ る窒素 シ
グナルの同定 と,発 現制御 にかかわ るシグナル伝達物 質の探索 を試みた ものである。窒素 シグナル と遺
伝子発現 に関 しては,古 くか ら硝酸還元酵素が研究 されて きてい るが,そ の詳細 はいまだに不明であ り,
この一つ の原 因は窒 素以外 の環境 要因 に よって も制御 を受 ける点 にある。主 に窒素 にのみ応答 す る
NADH-GOGAT遺 伝子 をモデルとした本研究 は,窒 素 シグナル伝達系 を解析す る上で,極 めて:重要な研
究 に位置づけ ることがで きる。
まず第一に,イ ネ(ササニシキ)の幼植物根 において,NADH-GOGAT遺 伝子の発現 は,ア ンモニアで
はな く,グ ル タミンを直接 のシグナル として,転 写活性 の増大 を伴 って誘導 され ることが明らか とされ
た。他の窒素化合物や グル タミン下流 の種 々の代 謝産物,あ るい は糖 や植物 ホルモ ンな どの関与 も検討
したが,グ ルタ ミンの効果 に匹敵す るNADH-GOGATmRNAの 増加 を示す物質は認 め られなかった。
従 って,本 遺伝子 は窒 素以外 の環境要因 を考慮す る必要が少 な く,窒 素シグナル伝達系 を解析する上で,
よ り良いモデ ル遺伝子 となるこ とが示 された。
第二 に,NADH-GOGATmRNAの グルタ ミンによる集積の増加は,核run-on解 析 に より転写活性
の増大 に起 因 していることが示 された。 さらに,プ ロテインフ ォスファターゼ1∠2Aの 阻害剤であ るオカ
ダ酸が,グ ノ レタ ミンに よる転写活性化 と同様の効果 を引 き起 こす ことが示 された。 また,こ の グル タ
ミンあ るい はオカダ酸の供給 に よるNADH-GOGATmRNA蓄 積量の増加 は,プ ロテインキナーゼの阻
害剤 であるK-252aで 抑制 されるこ とが示 された。窒素供給 に伴 って活性 の増加す るプロテイ ンキナー
ゼや リン酸化 される タンパ ク質の検 出を試みたが,ま だこれ らは見 いだせてはお らず,プ ロテ インフ す
スファターゼが より積極的 にNADH-GOGAT遺 伝子 の発現制御 に関与 しているこ とが予想 された。
これらの結果か ら,「 グル タミンがプロテインフォス ファターゼ:V2Aの 活性 を抑制す ることにより,
NADH-GOGAT遺 伝子の転写 を正に制御 している」 とい うモ デルを構i築 した。
以上 のように,本 研究 はイネにおける窒 素 シグナル伝達機構の分子基盤 をNADH-GOGAT遺 伝子 をモ
デ ル として構築 した もので,今 後 の研究 の発展 が大 いに期待 で きる。今後,イ ネにお けるNADH-
GOGAT遺 伝子発現制御 の詳細や,植 物 における窒素 シグナル伝達機構 の解明に向 けた研 究へ の飛躍的
な貢献が期待 される。従 って,審 査員一同は,本 論 文の著者 に対 して,博 士(農 学)の 学位 を授与する に
値 する もの と判定 した。
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